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Inleiding 
De plantenteelt in kweekbuizen maakt in Nederland de 
laatste jaren een snelle ontwikkeling door. Na een lan· 
ge periode van intensief experimenteren volgde een 
snelle uitbreiding van toepassingen van deze vorm van 
biotechnologie in de praktijk, echter vrijwel uitsluitend 
in de land· en tuinbouw. De belangrijkste doelstelling 
bij deze toepassing was te komen tot een systeem van 
commerciële massavermeerdering en dan nog uitslui-
tend vegetatieve vermeerdering. AI snel voegde zich 
hierbij de doelstelling dit massaal vermeerderde mate· 
riaal ziektevrij te maken. Dan wel ziektevrij materiaal 
massaal te vermeerderen. Vrijwel tegelijkertijd reali· 
seerde men zich in de praktijk welk een ruimtebespa· 
ring dit micro·vermeerderingssysteem mogelijk maakt. 
In de beginperiode en ook nu nog komen de belang-
rijkste gewassen uit de bloementeelt hoewel ook al 
snel enkele voedingsgewassen zoals granen, rijst en 
aardbeien in kweekbuizen werden vermeerderd. In de 
meeste gevallen ging men bij de in vitro teelt van deze 
gewassen uit van jong, reactief weefsel, dat uit gese-
lecteerde exemplaren werd gesneden. Het onderzoek 
had in deze gevallen dan reeds aangetoond welk weef-
sel potentieel kon leiden tot de grootste plantproduktie. 
Uit dit weefsel moest in korte tijd een groot en uiterst 
uniform nakomelingenschap komen. Het feit dat mas-
savermeerdering van genetisch uniform materiaal nog 
steeds de belangrijkste of in ieder geval de econo-
misch meest interessante toepassing van weefsel-
kweek is, heeft geleid tot de wijd verbreide misvatting 
dat het de enige toepassing van deze technologie is. 
Het is daarom begrijpelijk dat er in het recente verle-
den onduidelijkheden en vooroordelen zijn ontstaan 
omtrent de rol van in vitro teelt en daarmee samenhan-
gend onderzoek in de bosbouw. Het zal duidelijk zijn 
dat massaproduktie van genetisch uniform materiaal in 
conflict komt met recente opvattingen over plantge-
bruik in het bos. Het feit dat massaproduktie zo vaak 
op de voorgrond treedt bij de weefselkweek is zeker 
niet terecht daar in zowel praktisch als fundamenteel 
gericht onderzoek vele andere toepassingen de mees-
te aandacht hebben gekregen, wat geleid heeft tot het 
oplossen van fundamentele problemen. Enkele voor-
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beelden hiervan zijn het omzeilen van embryoabortie 
in zaden door het kweken van embryo's in vitro, het 
vermeerderen van embryo's in kweekbuizen bij zaad-
tekorten, het bestuderen van de fysiologie van de 
bloei, het verzenden van ziektevrij materiaal in vitro, en 
het ontwikkelen van een microgenenbank door het be-
waren van planten in kweekbuizen. Bij de voedselpro-
duktie en de produktie voor de sierteelt hebben onder-
zoekingen naar het functioneren van plantenorganen 
in weefselkweek menigmaal tot een doorbraak geleid. 
Ook bij bosbomen is het belangrijk meer gegevens te 
hebben over het functioneren van plantenorganen als-
mede omtrent het functioneren van het organisme als 
geheel. Daarnaast is het van belang in de bos- en 
landschapsbouw alleen bomen te gebruiken die aan 
enkele minimumeisen in genetisch opzicht voldoen. 
Echter, voldoende plantmateriaal en zaad dat aan de-
ze eisen voldoet is vaak niet beschikbaar. Sommigen 
onderkennen dit probleem niet daar er wel voldoende 
materiaal te koop is, dat echter van onbekende her-
komst is of ronduit ongeschikt. Ook voor de bosbouw 
kan de weefselkweek voor deze problemen oplossin-
gen bieden. De moeilijkheden bij plantvermeerdering 
en andere toepassingen van weefselkweek zijn in de 
bosbouw echter groter dan in de tuinbouw daar er nog 
weinig specifieke .methodes bestaan voor de boom-
teelt; bovendien verschilt de vraagstelling van een 
bosbouwer essefltieel van die van bijvoorbeeld een 
Gerbera-kweker. De meest in het oog springende ver-
schillen met de weefselkweek in de land- en tuinbouw 
liggen in de grotere gecompliceerdheid van de opbouw 
van de boom, de geringere bewortelbaarheid van mi-
cro- (= in vitro) stekjes en de veel grotere ruimtebe-
sparing bij de vermeerdering vergeleken met de klas-
sieke technieken. Bij vermeerdering in vitro worden 
vaak knoppen als uitgangsmateriaal genomen. Knop-
pen van één en dezelfde boom blijken sterker van el-
kaar te verschillen dan het geval is bij kruidachtige ge-
wassen. AI deze specifieke problemen hebben geleid 
tot intensief onderzoek; toepassing van weefselkweek 
in de bosbouw ligt voor bepaalde soorten nu binnen 
handbereik. 
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Fig. 1. Doorsnede van douglaszaad (20x): embryo in endosperm. Fig. 2, 3, 4. 
Het ontslaan van adventieve scheutjes op een embryo na een cytokinine beo 
handeling van 1 week (2x) resp. na 1, 3 en 6 weken. Fig. 5. De vorming van 
adventieve scheutjes uit het eindmeristeem van de koppen van jonge zaailingen 
na een cytokininebehandeling (Q,9x). 
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Fig. 1. Section through a Douglas tir seed 
(20x): embryo in endosperm. Fig. 2, 3, 4. 
The emergence ot adventitious shoots on 
an embryo (2x) af ter a cytokinin treatment 
during 1 week after 1, 3 and 6 weeks, re-
spective/y. Fig. 5. The emergence of ad-
ventitiaus shoOls trom Ihe terminal meris-
tem at Ihe heads of young seedlings after a 
cylokinin treatmenl (O.9x). 
1 
2 Geschiedenis 
De eerste vorm van weefselkweek werd gerealiseerd 
door Haberlandt (1902); gedurende enige tijd bleven 
onder steriele omstandigheden plantecellen in leven 
op een kunstmatige voedingsbodem. Doordat de cel-
len al snel afstierven kwam hij op het idee een belang-
rijke rol toe te denken aan celregulerende stoffen, wel-
ke in zijn kweek zouden ontbreken. Deze hormonen 
zijn later inderdaad de sleutelfactor van de weefsel-
kweek gebleken. Haberlandt vermoedde, dat elk van 
de cellen uit zijn kweek in staat was elk plantenorgaan 
te vormen als hij maar onder de juiste omstandigheden 
werd gebracht. Later kristalliseerden deze denkbeel-
den uit tot de "totipotentie" theorie van de cel. AI snel 
na deze eerste resultaten werd het eerste embryo in 
kweek gebracht (Hannig, 1904), waarbij de voedings-
bodem als vervanging voor het endsperm diende. Ook 
werden er al in de twintiger jaren weefsels van bomen 
in kweek gebracht maar ook hier betrof het nog alleen 
fundamenteel onderzoek. Het wachten was op de 
identificatie van de plantenhormonen, de groeiregule-
rende stoffen waarmee vele processen in de plant ge-
stuurd worden. Als eerste werd het wortelvormende 
hormoon IAA uit de auxine-groep geïdentificeerd (Kögl 
et al., 1934). Later volgde het scheutvormende hor-
moon kinetine uit de cytokininegroep (Mil Ier et al., 
1956). Men meende al snel alle processen te kunnen 
sturen door te zoeken naar de juiste auxine-cytokinine 
verhouding in de voedingsbodem bij het kweken van 
plantecellen of -organen. Dit bleek echter een veel te 
simplistische voorstelling van zaken: vele andere fac-
toren spelen een rol waaronder vertegenwoordigers uit 
drie andere hormoongroepen (gibberellinen, abcissi-
nen en ethyleen). Toch leidde de ontdekking van de 
groeiregulatoren tot belangrijke doorbraken zoals de 
kweek van woekerend wondweefsel (callus) van enke-
le plantensoorten (Gautheret, 1939) en het ziektevrij 
maken van planten door meristeemcultuur (Bali, 
1946). AI snel werden de eerste commerciële toepas-
singen mogelijk in de orchideeënkweek. De eerste 
succesvolle orgaan kweek van bomen volgde in het be-
gin van de zestiger jaren. AI snel regenereerde men in 
het laboratorium op bescheiden schaal de eerste volle-
dige bomen uit deze organen. Men startte de weefsel-
kweek echter uitsluitend met knoppen of jonge scheut-
jes van enkele jonge exemplaren van makkelijk te 
stekken boomsoorten zoals de populier (Pierik, 1979). 
Bij andere boomgroepen zoals de naaldhoutsoorten 
stoot men op enorme moeilijkheden met name bij de 
regeneratie van nieuwe plantjes in vitro waarvan tot op 
heden nog slechts een bescheiden deel tot klaarheid is 
gebracht. Inductie van plantvorming in callusweefsel 
met de daaropvolgende regeneratie van volledige bo-
men kwam in het begin van de zeventiger jaren op 
gang (Winton, 1972a, 1972b, Winton en Huhtinen, 
1976). Tegelijkertijd volgde een enorme uitbreiding in 
het fundamentele onderzoek naar de fysiologie van 
naaldhoutsoorten en vooral van loofbomen; regulatie 
van de groei en de bloei, consequenties van bemestin-
gen etc. werden tot op cellulair niveau onderzocht. Het 
aantal boomsoorten dat in weefselkweek wordt onder-
zocht is sterk toegenomen; het aantal soorten dat in de 
praktijk via weefselkweek wordt vermeerderd is nog 
gering ondanks dat het onderzoek in de laatste jaren al 
voor veel soorten deze toepassing heeft mogelijk ge-
maakt. Het betreft hier echter vrijwel uitsluitend kweek-
rnethoden van knoppen van bomen of van knoppen die 
op embryo's in vitro werden geïnduceerd gevolgd door 
regeneratie van volledige planten. Uit callus zijn er nog 
slechts enkele bomen geregenereerd. Bij coniferen is 
dat nog nooit gelukt hoewel zeer onlangs het begin van 
plantvorming werd aangetoond. Een ander onder-
zoeksgebied waaraan momenteel veel aandacht be-
steed wordt is de genenbewaring van bomen in vitro. 
Men is er al in geslaagd scheutjes bij een lage tempe-
ratuur jaren in leven te hOUden; onlangs werden veel-
belovende resultaten met kryopreservatie (het bewa-
ren van weefsel in bevroren toestand) gemeld. Ook 
aan bloemknoppen van bomen wordt veel onderzoek 
verricht; uit antheren (pollenhokjes) werden al bomen 
geregenereerd. 
Uit het bovenstaande overzicht blijkt dat er nog veel 
onderzoek nodig is; optimalisatie van ontwikkelde 
technieken alsmede het ontwikkelen van praktijkme-
thoden hebben een hoge prioriteit. Voor boomsoorten 
die in de Nederlandse bosbouwpraktijk gebruikt wor-
den is wat betreft het vermeerderingsaspect de situatie 
als volgt: 
- praktijkmethode gereed, optimalisatie gewenst: po-
pulier, iep, plataan; 
- onderzoeksmethode gereed, praktijkmethode nog 
te ontwikkelen: do.uglas (Evers, 1961a, 1961b, 1962a, 
1962b, 1982c), groveden, jeneverbes, wilg; 
- in onderzoek: ~ik, kastanje, berk, els. 
In het hierna volgende wordt een overzicht gegeven 
van het bij de LH en "De Dorschkamp" verrichte on-
derzoek. 
3 Embryo- en zaailing vermeerdering 
De beschikbaarheid van voldoende zaden van Neder-
landse bosboomsoorten welke aan een aantal mini-
mumeisen voldoen is vaak twijfelachtig. In een aantal 
gevallen treedt bloei onvoldoende op met te lange in-
tervals; bij een aantal exoten dreigen in het land van 
herkomst de opstanden die het meest geschikte zaad 
voor Nederland leveren te verdwijnen. Deze beide pro-
blemen treden bijvoorbeeld op bij de douglas. In ande-
re gevallen leveren zaadgaarden zeer hoogwaardig 
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Fig. 6. VertaKt en beworteld 
sCheutje van Ulmus villosa na 6 we· 
ken in vitro (1 x). Ag. 7. Gewenning 
van U. villosa plantjes aan de at-
mosfeer buiten de buis (O.23x). Fig. 
8. Groeiende U. villosa plantjes in 
de kas na de gewenning (O.29x). 
Fig. 9. Bewortelde Platanus orienta-
lis plantjes, in 4 weken in vilro ge-
kweekt uit een knop (O.63x). Fig. 
10. P. orientalis plant na in vitro 
kweek in de kas (O.5x). 
Fig. 6, Branched and rooted shaot of Ulmus vil/osa af ter 6 waeks;n vitro (1 x). Fig. 7. Adaptation of U. 
vil/osa plantfers ta Ihe atmosphere outside the tube (O.23x). Fig. 8. Growing U. villosa plant/ets in Ihe 
greenhouse af ter adaptation (O.29x). Fig, 9. Rooted Platanus orientalis plant/ets, cultured in 4 weeks in 
vitra trom a bud (0. 63x). Fig. 10. P. orienta/is plant af ter in vitro culture in the greenhouse (O.5x). 
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zaad doch in een te geringe hoeveelheid. Om te voor-
komen dat in dergelijke gevallen onbekend dan wel on-
geschikt zaad zal worden gebruikt is het ontwikkelen 
van methoden voor massavermeerdering uit de be-
perkte hoeveelheid gaardzaad noodzakelijk. Voor de 
douglas en de groveden is de methode in het laborato-
rium reeds toepasbaar gebleken. Er zijn twee vari-
anten in deze weefselkweektechniek; zij zullen worden 
beschreven aan het voorbeeld van de douglas. De eer-
ste variant gaal uit van embryo's, die uit het zaad zijn 
geprepareerd. De zaden worden aan de buitenzijde 
gedesinfecteerd waarna onder steriele omstandighe-
den het embryo wordt losgesneden (fig. 1). Vervolgens 
wordt het embryo op een voedingsbodem geplaatst 
met een hoge cytokinine concentratie. Deze inductie 
duurt één week waarna het embryo overgezet wordt op 
een bodem zonder hormonen. Het embryo is dan al 
gezwollen en groen van kleur. In deze tweede fase 
ontstaan op de toppen van de cotylen kleine knopjes 
(fig. 2) die weldra naalden gaan vormen (fig. 3) en uit-
groeien tot complete scheuten (fig. 4). Dit hele proces 
duurt ongeveer zes weken. De scheuten kunnen van 
het embryo worden gesneden waarna beworteling op-
treedt op een voedingsbodem met een hoge auxine-
concentratie. De efficiëntie van de beworteling is beter 
dan bij scheuten, die ontstaan zijn uit knoppen in vitro, 
daar scheuten van embryo's afkomstig zijn van het 
meest juveniele weefsel van de plant. Het is beter de 
scheuten al snel van het embryo te snijden, daar er an-
ders concurrentieverschijnselen gaan optreden. 
De tweede variant gaat uil van koppen van zeer jon-
ge zaailingen. Hiertoe laat men de zaden op de ge-
bruikelijke wijze kiemen waarna de plant onder de co-
tylen wordt afgesneden zodra deze blaadjes zijn ge-
strekt. Het bovengrondse deel van de zaailing 
ondergaat de gebruikelijke desinfecteringsbehandeling 
waarna hij ondersteboven op de cytokinine-voedings-
bodem wordt gezet. Deze methode wordl toegepast in 
plastic dozen, daa reageerbuizen voor dit werk te krap 
zijn. De knopjes ontstaan in dit geval rond het eindme-
risteem en niet op de cotylen (fig. 5). De scheuten, die 
bij deze z.g. "zaad" vermeerdering (beter is te spreken 
van embryo- en zaailingvermeerdering) ontstaan heten 
adventieve scheuten om aan te geven dat zij ontstaan 
uit meristemen, die zijn gevormd na de inductie met 
cytokinine. Om te voorkomen dat de adventiviteit sa-
mengaat met het optreden van mutaties is het beter de 
cytokinine-dosis te matigen. Door toepassing van een 
van de twee varianten ontstaan per zaadje 4-20 nieu-
we scheuten. Het blijkt echter mogelijk te zijn de ver-
menigvuldigingsfactor verder op te voeren door het 
eindmeristeem van de nieuwe scheuten operatief te 
verwijderen. De scheuten reageren hierop door in vitro 
vele axillaire knoppen te laten uitlopen; deze scheuten 
kunnen worden afgesneden en apart worden verder 
gekweekt. Deze decapilatie-techniek kan vele malen 
achtereen worden herhaald bij de nieuwe axillaire 
scheuten zodat ook bij geringe hoeveelheden zaad 
voldoende materiaal kan worden geproduceerd. Het is 
ter handhaving van voldoende genetische variatie ech-
ter beter, steeds nieuwe zaden volgens volgens deze 
techniek te bewerken. 
4 Weefselkweek van wortelopslag 
Indien gekozen wordt voor de vegetatieve vermeerde-
ring van volwassen exemplaren van groepen verwante 
genotypen is het eerste onderzoek erop gericht die 
plantendelen te vinden, die in vitro een snelle ontwik-
keling doormaken. De plant, die uit dit weefsel ontstaat 
moet bovendien een hoge bewortelingsefficiëntie heb-
ben. Bij sommige plantensoorten kan de keuze van het 
uitgangsweefsel de sleutelfactor zijn tot de beworte-
ling. Verder is het belangrijk, dat de toegepaste metho-
de werkt bij de meeste genotypen en niet slechts bij 
een enkele. 
De graad van juveniliteit van het weefsel kan van 
doorslaggevende betekenis zijn voor ontwikkeling en 
beworteling: er wordt dan ook gezocht naar het fysiolo-
gisch jongste weefsel. In de meeste gevallen blijkt wor-
telopslag (indien het mogelijk is dit te forceren aan 
wortelfragmenten in de kas) aan deze eisen te vol-
doen. Het gaat hier echter om een beperkt aantal 
boomsoorten. De vegetatieve vermeerdering in vitro 
via wortelopslag is een goede methode voor bijvoor-
beeld Ulmus villosa, een soort die met conventionele 
methoden moeilijk vegetatief te vermeerderen is. T op-
pen van scheutjes van de wortelopslag, ontstaan op de 
callusring, ondergaan wederom de desinfecteringsbe-
handeling waarna ze op een voor dit doel ontwikkelde 
voedingsbodem worden geplaatst. Bij de juiste belich-
ting en temperatuur van de cultuurbuizen wordt de 
groei in vitro voortgezet. Om tot een grote vermeerde-
ringsfactor te komen moeten de scheutjes aangezet 
worden tot een hoge vertakkingsgraad, hetgeen me-
chanisch (decapitatie) dan wel chemisch (hormonaal) 
kan gebeuren (fig. 6). U. villosa vertoont een zeer effi-
ciënte vertakking; elke tak kan afzonderlijk worden 
voortgekweekt. Waakzaamheid is echter geboden, 
daar in een aantal gevallen overstimulatie met hormo-
nen kan leiden tot zgn. "bossigheid" van de plant: het 
vertakken blijft doorgaan, zelfs na het uitplanten in de 
grond. Een geringere vertakking is al ruimschoots vol-
doende, daar het plantje geheel versneden kan worden 
tot stengelfragmenten met twee blaadjes elk: een ver-
takt scheutje kan dan in principe leiden tot 40-70 nieu-
we vertakte scheuten in zes weken tijd. De beworteling 
bij dit materiaal van U. villosa is geen probleem; hij 
treedt spontaan op of na stimulatie met een lage auxi-
ne-concentratie. Als de hoeveelheid in vitro materiaal 
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de gewenste grootte bereikt heeft kan gestart worden 
met de gewenningsprocedure voor de groeiomstandig-
heden buiten de buis. De plantjes worden uitgeplant in 
een doos (fig. 7) waarvan de dekset gedurende één 
week geleidelijk steeds meer wordt opengezet. Vervol-
gens worden de planten opgepot totdat zij de gewen-
ste grootte hebben bereikt (fig. 8). Behalve de gewen-
ning aan de lagere luchtvochtigheid is ook aanpassing 
van de bladgrootte belangrijk: de in vitro blaadjes zijn 
slechts enkele mm groot (fig. 6). Met deze methode is 
het dus mogelijk het gehele jaar door materiaal te kwe-
ken; de snelheid van de vermeerdering is zeer groot. 
Het gebruik van wortelopslag maakt de methode min-
der afhankelijk van de leeftijd van de boom dan bij-
voorbeeld het geval is bij de kweek van knoppen. Door 
de tijdwinst en de grotere vermeerderingssnelheid kan 
deze methode concurreren tegen de klassieke tech-
nieken. Het belangrijkste probleem vormt niet de 
kweek of de beworteling, maar het steriel in de kweek-
buis krijgen van het materiaal dat immers in tegenstel-
ling tot de scheutaanleg in de knoppen aan allerlei mi-
cro-organismen werd blootgesteld. 
5 Weefselkweek van knoppen 
In de meeste gevallen bestaat het uitgangsmateriaal 
bij de vegetatieve vermeerdering in vitro uit knoppen of 
net uitgelopen knoppen. In sommige gevallen gaat 
men uit van bloeiwijzeknoppen, maar doorgaans ech-
ter van vegetatieve knoppen. Het werken met de 
laatstgenoemde organen biedt grote voordelen ten op-
zichte van andere plantendelen: door de goede omhul-
ling met schubben (althans bij een aantal boomsoor-
ten) is het niet moeilijk het scheutje in aanleg "schoon" 
op een voedingsbodem te plaatsen. Daarnaast is in de 
knop het volledige takje al aanwezig: een knop is te 
beschouwen als een gecomprimeerde tak. Het is dus 
niet nodig in vitro nieuwe organen te induceren (behal-
ve de wortels); de bestaande structuur moet tot ontwik-
keling worden gebracht. Dit is, vooral bij de meeste co-
niferen, toch geen eenvoudige zaak. Elke soort stelt 
zeer specifieke eisen ten aanzien van de samenstel-
ling van de voedingsbodem en de temperatuur en het 
licht waarbij de knop zich kan ontwikkelen. Het pro-
bleem bij de start van het onderzoek naar in vitro teelt 
van een nieuwe boomsoort is dat elke bijstelling van 
het optimum van temperatuur en licht consequenties 
kan hebben voor de samenstelling van de voedingsbo-
dem. Daarnaast zijn alle optima afhankelijk van het 
tijdstip in het seizoen waarop de knoppen in cultuur 
worden gebracht alsmede van de plaats, waarvandaan 
de knop werd geïsoleerd. Deze door onderzoek ver-
kregen resultaten kunnen bovendien nog gemodifi-
ceerd worden door de conditie van de boom. De in vi-
tro kweek van knoppen van bomen vereist dus vele 
voorzorgen. Zijn er enkele knoppen succesvol in 
kweek gebracht, dan vormt de in vitro vermeerdering 
(of microvermeerdering) vaak minder een probleem. In 
tegenstelling tot klonen in de bloementeelt, waar 
slechts één genotype vermeerderd behoeft te worden, 
is het in de bosbouw noodzakelijk steeds nieuwe knop-
pen van andere genotypen in kweek te brengen. De 
hierboven geschetste randvoorwaarden dienen dan 
ook goed bestudeerd te worden alvorens er tot een 
praktijkmethode gekomen kan worden. 
Voor enkele soorten werden al methoden ontwikkeld 
uitgaande van vegetatieve knoppen. Verdere optimali-
satie, met name wat betreft de seizoensinvloeden en 
topophysis (plaats van de knop in de boom) is echter 
nog nodig. De belangrijkste resultaten worden hier ge-
schetst aan de hand van in vitro teelt van een plataan, 
een iep, populieren en de douglas. 
Knoppen van Platanus orientalis ontwikkelen zich 
snel in vitro indien zij geïsoleerd worden van takken, 
die gedurende enige tijd in vazen werden geforceerd in 
de warme kas (fig. 9). Ook de vertakking en de bewor-
teling in vitro verloopt snel; er is slechts een geringe 
hormonale stimulatie nodig. De planten kunnen zonder 
gewenning uit de buis naar de kas (fig. 10). 
De iep (een Ulmus hybride) kan uit wortelopslag 
(fig. 11) of knop (fig. 12) in het microvermeerderings-
systeem gebracht worden. Ook knoppen in wintercon-
ditie ontwikkelen zich goed maar met een geringere 
snelheid. Scheutjes van de iep hebben een geringe 
Fig.11. Beworteling van een Ulmus hybride În vitro bij een hoge auxine concentratie; plantje gekweekt uil wortelopslag (1 .4x). 
Fig. 12. Scheutvorming bij een U. hybride na decapitatie; plantje gekweekt uit een knop (O.5x). Fig. 13 Een U. hybride na uitplan-
ten in de kas (O.23x). Fig. 14. Scheutvorming bij Populus 'Robusta' bij een hoge cytokinine·concentratie (O.88x). Fig. 15. Ad-
ventieve en axillaire scheutvorming op een knoop van p. trichocarpa (O.86x). Fig. 16. Als 15, axillaire scheuten verwijderd 
(1 .09x). Fig. 17. Scheutvorming bij P. trichocarpa bij een hoge cytokinine concentratie (1.0x). Fig. 18. Bewortelîng van P. deItoi-
des bij een lage auxine concentratie (1.0x). Fig. 19. Als 18, met een hoge concentratie (O.5x). 
Fig. 11. Rooting of an Ulmu5 hybrid in vitra at a high auxin concentration; plant/et cultured from shoots on root pieces (1.4x). 
Fig. 12. Shaat formation in an U. hybrid afterdecapitation; plant/et cultured trom a bud (O.5x). Fig. 13. An U. hybrid af ter planting 
in Ihe greenhouse (O.23x). Fig. 14. Shoot formation În Populus 'Robusta' at a high cytokinin concentralion (O.88x). Fig. 15. Ad-
ventitious and axillary shoot formatÎon on an node of P. trichocarpa (O.86x). Fig. 16. As 15, axillary shoots removed (1.09x). Fig. 
17. Shaat farmatian in P. trichocarpa at a high cytokinin cancentraUon (1.0x). Fig. 18, Rooiing of P. deltoides at a low auxin 
concentration (1.0x). Fig. 19. As 18, at a high cancen/ratlon (O.5x). 
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Fig. 20. Doorsnede door een douglasknop (6.7;X~)~.~F~i~9.~2~1.~D:O:U~. -~~~ii;==~;P;:~;==;;;;:;:;~q 
glasscheutje na 6 weken in vitro (3.3x). Fig. 22. Beworteld Douglas· 
plantje na 4 maanden in vitro (1Ax). Fig. 23. Knopvorming op een 
douglasknop na een cytokininebehandeling (5.9x). Fig. 24. Als 23, 
nu mei een uitgelopen eindmeristeem (3.6x). Fig. 25. Ritmisch 
groeiend douglasscheutje (0.9x). Fig. 26. Vrij groeiend douglas· 
sCheutje (0.9x). Fig. 27. Douglasscheutjes in rust na een korte dag 
behandeling (O.6x). 
Fig. 20. Section of a Doug/as ftr bud (6.7x). Fig. 21. Doug/as tir 
shoot after 6 weeks in vitro (3.3x). Fig. 22. Raated Douglas (ir plant. 
let after4 months in vitro (1.4x). Fig. 23. Bud formation on a Douglas 
(ir bud after a cylokinin lreatment (5.9x). Fig. 24. As 23, in this case 
with extended terminal merislem (3.6x). Fig. 25. Rhythmic growing 
Douglas fir shoot (O.9x). Fig. 26. Free-growing Douglas (ir shoot 
(O.9x). Fig, 27. Dormant Douglas fir shoots af ter a short day freat. 
ment (0.6x). 
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zoutbehoefte en vertonen een grote tolerantie ten aan-
zien van temperatuur en licht. Een plotselinge verho-
ging van het zoutgehalte doet het plantje afsterven 
maar induceert tegelijk een explosieve ontwikkeling 
van axillaire scheuten, die echter fysiologische afwij-
kingen vertonen_ Ook na decapitatie ontstaan veel axil-
laire scheuten (fig. 12) hetgeen resulteert in een mi-
crovermenigvuldigingsfactor (d.w.z. het aantal plantjes 
dat kan ontstaan uit één scheutje in vitro in één 
maand) van 12. Ter vergelijking: deze factor is bij pla-
taan 7, bij populier 14 en bij de douglas 3. Na gewen-
ning onder plastic groeien de planten uit zonder veel 
uitval; plantjes met korte dikke wortels gevormd door 
een hoge auxine-dosering (fig. 11) vertonen aanvan-
kelijk een langzamere ontwikkeling in vitro. 
De populier kan alleen uit knoppen gekweekt wor; 
den na een koude- en een warmtebehandeling van de 
takken of uit knoppen kort voor het uitlopen. De knop-
pen kunnen apart of met het bijbehorende stengeldeel 
op de voedingsbodem worden geplaatst. Een belang-
rijk probleem bij de populier is het voorkomen van al-
lerlei endogene infecties die moeilijk te bestrijden zijn; 
alleen snelgroeiende scheuttoppen bevatten minder 
vaak micro-organismen in hun vaatstelsel. De vorming 
van axillaire scheuten wordt sterk gestimuleerd door 
een hoge cytokinine-dosering in het medium (fig. 14), 
hetgeen kan leiden tot een massale plantproduktie. 
Met cytokinine is het tevens mogelijk adventieve 
scheuten te induceren op stengelfragmenten of in cal-
lusweefsel dat door deze fragmenten wordt gevormd 
(fig. 15; fig. 16); in een aantal gevallen vervaagt het 
onderscheid tussen axillairen en adventieven al snel 
(fig. 17). Evenals bij de iep worden het bewortelings-
percentage, de worteldikte en -lengte beïnvloed door 
de auxineconcentratie in het medium (fig. 18; fig. 19). 
Bij beide geslachten bewortelt meer dan 90% in vitro 
als de auxinedosering is aangepast aan de eisen van 
de betreffende soorten. 
Doug/as scheutjes liggen goed beschermd en steriel 
in de knop (fig. 20). De knoppen kunnen dus met een 
agressief middel worden gedesinfecteerd waarna het 
uitprepareren weinig problemen oplevert. Er ontwikke-
len zich uit de knoppen rechtopgroeiende, wat gedron-
gen scheutjes met een aangepaste kleine naaldgrootte 
(fig. 21). ook uit de eindknoppen van de takken: plagio-
trope groei treedt niet op in vitro. De samenstelling van 
de voedingsbodem dient niet alleen aangepast te wor-
den aan de fysiologische veranderingen in het seizoen 
maar ook aan de plaats waarvandaan de knop werd 
ge',soleerd: eigenlijk moet er voor elke knoppositie een 
reeks voedingsbodems beschreven worden voor de 
verschillende perioden van het jaar. Optimalisatie van 
de diverse voedingsbodems is zeer belangrijk, daar de 
bewortelingsinductie slechts mogelijk is bij snel 
groeiende scheutjes vooral na een rustperiode 
(fig. 22). De rustverschijnselen, die zich veelal uiten in 
de vorming van knoppen of knopschubben in vitro, 
kunnen worden opgeroepen door een korte dag behan-
deling (fig. 27). Mede hieruit blijkt dat scheutjes van de 
douglas in vitro manipuleerbaar zijn als bevonden zij 
zich in de boom; bestudering van het gedrag van in vi-
tro plantjes stelt ons in staat diverse processen in de 
boom te doorgronden. Blijkbaar heeft de boom al vele 
ontwikkelingsprogramma's in de knoppen vastgelegd: 
elk knoptype heeft zelfs een eigen karakteristiek in de 
CO2·gasuitwisseling (fotosynthese). In de winter ont-
staan in vitro scheutjes die alleen componenten bevat-
ten (hoofdas, naalden) die in aanleg al in de knop aan-
wezig waren. Later in het seizoen is ook uitgroei van 
het eind meristeem van de knop mogelijk. Dit uitgroeien 
kan geschieden na de vorming van een knop (ritmi-
sche groei, fig. 25) of zonder rustverschijnselen (vrije 
groei, fig. 26). Selectie op deze beide scheuttypen ver-
hoogt de kans op beworteling. Het microvermeerde-
ringssysteem werkt bij de douglas trager dan bij de 
loofhoutsoorten. Stimulering van axillaire uitgroei is 
hormonaal niet mogelijk; bij overstimulering met cyto-
kinines ontstaan zogenaamde "multiple budding" ver-
schijnselen (fig. 23; fig. 24). Het betreft hier de vorming 
van adventieve knoppen waarbij de structuur van de 
oorspronkelijke knop verloren gaat. Het systeem is 
bruikbaar in de vermeerdering al is de ontwikkelings-
snelheid gering. Stimulering van axillaire uitloop door 
decapitatie is bij de douglas het meest efficiënt. Het 
verschijnsel kan spontaan optreden indien de kweek-
buizen in de zomer bij een hoge lichtintensiteit in de 
kas worden geplaatst (fig. 28). Vegetatieve vermeer-
dering in vitro is dus in principe ook bij de douglas mo-
gelijk, en wel door de zaadvenmeerderingsmethode. 
Het knopkweeksysteem is tot op heden slechts moge-
lijk bij zeer jonge bomen. 
6 Genenbewaring en genenverzending 
Na toetsing van knoppen op het voorkomen van ziek-
tekiemen en na h!;!t ontwikkelen van plantjes in vitro is 
het mogelijk dit materiaal onder bepaalde voorzorgen 
in kweekbuizen te verzenden. Voordeel van deze me-
thode is dat er minimaal risico bestaat dat met het ver-
zenden ook bepaalde ziekten worden verbreid. Na 
aankomst worden de planten gereactiveerd en in het 
microvermeerderingssysteem gebracht (fig. 29). Ver-
der perfectioneren van het systeem zou quarantaine-
bepalingen overbodig kunnen maken. 
Na aanpassing van de voedingsbodem, verlaging 
van de kweektemperatuur en verlaging van de lichtin-
tensiteit is het ook mogelijk, de activiteit van de scheut-
jes in vitro geleidelijk te verminderen. De frequentie 
van het verversen van de voedingsbodems kan op de-
ze wijze vertraagd worden tot eenmaal per jaar en in 
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Fig. 28. Vrij groeiende-en vertakkende douglasscheuten in vitro; kweekbuizen geplaatst in de kas (O.6x). Fig. 29. Uitgroei van 
ziektevrij verzonden populierenplanljes in vitro afkomstig uit Nieuw Zeeland (Q.6x). Fig. 30. Dipterocarpus grandîflorus scheutje 
in vitro (2,5x). Fig. 31. Shorea abtusa scheutje in vitro (2.7x). 
Fig. 28. Free growing and branching Dougfas tir shoots in vitro; culture tubes placed in Ihe greenhouse (O.6x). Fig. 29. Out-
growth of disease-free Iransported poplar plant/ets in vitro (rom New Zealand (O.6x). Fig, 30. Dipterocarpus grandiflorus shaot in 
vitro (2.5x). Fig. 31. Shorea obtusa shootin vitro (2.7x). 
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een aantal gevallen tot eenmaal in de twee tot vier jaar. 
Soms blijken echter speciale bewerkingen of aanpas-
singen van het systeem noodzakelijk. Op deze manier 
is het dus mogelijk, in vrij beperkte kweek ruimtes grate 
hoeveelheden genotypen te bewaren. Het zal een 
ieder duidelijk zijn, dat de noodzaak tot opslag van ge-
nenmateriaal met de dag toeneemt. Het in vitro sys-
teem kan op korte termijn een oplossing bieden indien 
er voldoende in het onderzoek wordt geïnvesteerd. 
Voor Nederland zijn hierbij een aantal inlandse soorten 
van belang maar ook exoten afkomstig uil geselecteer-
de herkomstgebieden. In landen, waar de natuurlijke 
bossen În hoog tempo verdwijnen. zoals de Diptera-
carpaceaebossen in Indonesië, is het ontwikkelen van 
dergelijke systemen nog urgenter dan het aanpassen 
van de microvermeerdering aan de betreffende boom-
soorten (fig. 30; fig. 31). Scheutjesbewaring lijkt voor-
lopig realistischer dan kryopreservatie (bewaring van 
cellen bij -160°C), een nieuw systeem dat nog een te 
lange onderzoeksinspanning vergt. 
Dankbetuiging. De beschreven onderzoekingen 
kwamen tot stand met de hulp van W. Kriek, mw. E. 
Prat, mw. G. Gareia, G. J. Jansen, mw. G. Reitsema 
en M. Meinhout. Het Dipterocarpaceae-onderzoek 
werd uitgevoerd door mw. W. Smits. De in dit artikel 
beschreven resultaten zijn een summiere neerslag van 
het onderzoek aan het Rijksinstituut voor onderzoek in 
de bos- en landschapsbouw "De Dorschkamp" in de-
tachering door de vakgroepen Bosteelt (prof. R. A. A. 
Oldeman) en Tuinbouwplantenteelt (prof. R. L. M. Pie-
rik) van de Landbouwhogeschool en met steun van de 
NPC voor het PopulierenproJect. 
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Summary 
Propagation of lorest trees by tissue culture: in vitro 
plant development lor lorestry requiremenls. 
In vitro plant propagation in The Netherlands is 
making rapid progress; however, the propagation ol 
lorest trees is lagging behind because ol certain lunda-
mental problems. The history ol in vitro propagation ol 
woody species is described and recent results in lhis 
lield obtained at the Agricultural University and "De 
Dorschkamp" Institute are discussed. When the avail-
ability ol a sullicient quantity ol good quality seeds is in 
doubt, "seed propagation" methods in vitro can be 
used: adventitious ,shoots are induced on embryos or 
very young seedlings (Scots pine, Douglas lir). Shoots 
induced on pieces.ol root in the greenhouse (e/m) are 
suitable as initial material lor in vitro propagation, as 
are vegetative buds (plane, elm, poplar, Douglas lir). 
After the shoots have grown out, they can be multiplied 
by micropropagation (induction ol axilfary bud exten· 
sion). The shoots can be rooted alter an auxin treat-
ment. In vitro techniques are also suitable lor the 
disease-Iree transport ol plant material and lor gene 
conservation. 
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